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　　An　immunohistochemical　study　of　squamous　metaplasia　（n＝10），dysplasia　（n＝18）　and　squamous
cell　carcinoma　（n　：53）　of　the　uterine　cervix　with　anti－56　KD　keratin　and　68　KD　keratin　antibodies
was　performed．　ln　the　cases　of　squamous　metaplasia，　there　were　two　types　of　staining　of　which　one
type　was　56　KD　positive　and　68　KD　negative　while　the　other　type　was　positive　for　both．　ln　the　cases
of　dysplasia，　there　were　the　same　two　types　of　staining　as　in　squamous　metaplasia．　But　in　the　cases
of　carcinoma　in　situ　（CIS）　（n＝25），　there　were　three　types　of　staining，　of　which　the　first　type　was
56　KD　and　68　KD　negative　（n　＝7），the　second　type　was　56　KD　positive　and　68　KD　negative　（n＝15）
and　the　third　type　was　positive　for　both　56　KD　and　68　KD　（n＝3）．　ln　invasive　carcinoma　（n＝28），
there　were　the　same　two　types　of　staining　as　in　dysplasia，　i．e．　one　type　was　56　KD　positive　and　68
KD　negative　（n＝20），　while　the　other　type　was　positive　for　both　（n＝6）．The　keratin－negative　cases
in　CIS　morphologically　showed　atypical　reserve　cell　hyperplasia　composed　of　atypical　small　cells
with　round　nuclei　and　had　smaller　lesions　then　the　other　types．　This　result　suggested　that　keratin－
negative　CIS　was　an　early　form　of　CIS　which　was　keratin　positive．　The　result　that　all　dysplasias
were　56　KD　keratin　positive　while　CIS　was　not　always　56　KD　keratin　positive　suggested　that
dysplasia　was　not　always　a　precursor　lesion　of　CIS．　Moreover　immunohistchemical　staining　of
epidermal　growth　factor　receptor　（EGF－R）　with　a　monoclonal　antibody　was　performed　in　10　cases
of　CIS　and　10　cases　of　microinvasive　squamous　cell　carcinoma　（stage　la）．　Whereas　the　staining
reaction　in　normal　squamous　epithelium　was　confined　to　the　parabasal　cell　layer，　in　all　CIS　and
microinvasive　carcinoma　a　homogenous　EGF－R　staining　reaction　could　be　observed　throughout　the
entire　lesion．　ln　microinvasive　carcinoma，　the　EGF－R　staining　reaction　was　stronger　than　in　CIS，
particularly　in　the　invasive　lesion．
（1993年2月12日受付，1993年3月15日受理）
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1．緒 言
　子宮頚部扁平上皮癌は，reserve　cellの増殖に始
まる化生上皮に異型性を有したdysplasiaが形成さ
れ，さらにこの一部が上皮内癌（carcinoma　in　situ；
CIS）となり，これが間質に浸潤して進展していくと
一般に考えられている．これらの発生，進展過程は，
細胞診や組織診によるfollow　up　studyや摘出組織
におけるdysplasiaとCISの病変の連続性などから
推測されてきたことであるが，reserve　cellがどの
ようにして扁平上皮としての性格を持ってくるの
か，すなわちsquamous　metaplasiaがどのように
して起こってくるのか，そしてその過程のどこで癌
として増殖し浸潤していくのかということはいまだ
充分に解明されていない．そこで，細胞骨格を形成
する中間径フィラメントのひとつであるkeratinに
は，上皮の性質によって含有するkeratin　peptideの
subunitに違いがある1）ことに着目し，　keratinに対
する2種類のモノクローナル抗体すなわち腺上皮細
胞に豊富に含まれる56kilodolton（以下KD）と島
細胞には含まれず扁平上皮細胞に含まれる68KD
のkeratinに対する抗体を用いて，　S－C　junction部
分における頚管腺，reserve　cell，化生上皮および
dysplasia，　CIS，浸潤癌の各組織について免疫組織
染色を行い，さらに扁平上皮癌細胞で発現の増加が
認められるEpidermal　Growth　Factor　Receptor
（EGF－R）についても，免疫組織染色により，特に
CISと微小浸潤癌における免疫組織化学局在を検討
した．その結果，扁平上皮癌の発生過程について新
しい知見が得られたので，文献的考察を加え報告す
る．
II．研究対象および方法
　対象は，子宮筋腫の臨床診断で摘出された正常子
宮頚部組織のうちreserve　cellと扁平上皮化生が認
められたもの10例，子宮膣部生検あるいは摘出子宮
でdysplasiaと診断されたもの20例（mild
dysplasia　6例，　moderate　dysplasia　7例，　severe
dysplasia　7例），　CISと診断されたもの25例，1期
以上の扁平上皮癌28例（Ia期10例，　Ib期6例，　IIa
期4例，IIb；期6例，　III；期2例で，　large　cell　non－
keratinizing　type　が24例，　small　cell　non－
keratinizing　typeカ§2｛列，　keratinizing　typeカs　1
例）である．EGF－Rについては上記のうちCIS　10
例とIa期の症例10例を対象とした．
　方法は，上記の生検あるいは摘出物のホルマリン
　表1　正常子宮頚部組織におけるkeratinの染色
　　　　性（n＝10）
cell 56KD68KD
endocervical　gland十十 一
squamous　epithelium十 十
reserve　ce11 ±～十 一
squamous　metaplasia十～十十 一～¥
＋＋：強陽性　＋：陽1生　±：弱陽性　一：陰性
（扁平上皮では56KD，68KDともparabasal　layer
以上の表層が陽性）
写真1．頚管腺とreserve
　cellにおける56　KD
　keratin染色（×400）．頚
　胃腺は強陽性に染色され
　る．reserve　cellは染色
　性は弱いが陽性．
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写真2．squamous　metaplasiaにおけるkeratin染色．
　　A：56KD　keratin（×400）．細胞質に強陽性に染色される．この部位は68　KD　keratinでは陰性
　　であった．B：56　keratin（×100）．写真左側の扁平上皮はparabasal　layer以上の表層が陽性．　C．
　　Bと同部位の68KD　keratin（×100）．squamous　metaplasiaではfocalであるが陽性所見を呈し
　　ている．扁平上皮は56KDとほぼ同様に染まる．
固定パラフィン包埋切片を用いて，酵素抗体ABC
法により行い，diaminobentizineで発色させ
Mayer’s　hematoxylinで核染色を行った．一次抗体
は，56KD　の　keratin　を認識する抗体する（Im
munotech社，　USA）と68　KDのkeratinを認識す
る抗体（ENZO　Biochem社，　USA）を使用し，後
者を使用する場合は脱パラフィン後に0．1％CaCl、
加0．1％トリプシン溶液で37℃25分間反応させた
標本を用いた．またEGF－Rの抗体は，　EGF－Rの
Transmembrane　domain　を認識する抗体　（On－
cogene　science社，　USA）を用いた．
III．研究成績
　1．正常子宮頚部扁平上皮，頚管腺，reserve　cell
　正常子宮頚部組織におけるkeratinの染色1生を表
1に示す．染色性は強度により強陽性（＋＋），陽性
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（＋），弱陽性（±）および陰性（一）に分けて示し
た．56KDのkeratinは扁平上皮のbasal　layerで
は陰性であるが，parabasal　layer以上の表層と頚管
腺細胞に陽1生であり，特に頚管腺細胞には強陽性に
染色される．68KDのkeratinは扁平上皮のpara－
basal　layer以上の表層にのみ陽性を示し，頚管腺細
胞は陽性である．reserve　cellは56　KDでのみ陽性
に染まるが，扁平上皮に比べて染色性は弱い（写真
1）．68KDでは陰1生である．しかしreserve　cellが
重層化し扁平上皮化生を起こしてくると，56KD
keratinで細胞質全体が強陽性に染まるようになっ
てくる．そしてこのような上皮では一部に68KDの
keratin陽性部分が出現してくるものがある（写真
2）．更にsquamous　differentiationカミ進むと，それ
までは上皮全層が56KDのkeratinで陽性であっ
たものがbasal　Iayerにおいては陰性となった．ま
た68KDのkeratinは陰性または上皮の一部にir－
regularに陽1生であったものがparabasal　layerよ
り表層のみが陽性で，正常の扁平上皮と同様の染色
性を示した．
　squamous　metaplasiaではsquamous　differenti－
ation　の程度に相応した染色性がみられ，“im－
mature”なものほど56　KDが全層で陽性を示し，
“mature”では56　KDはparabasal　layer以上の表
層で陽性となり68KDも同部位に陽性を呈した．
　2．　Dysplasia
　次に，dysplasiaにおける染色の結果を表2に示
す．すべてのdysplasiaは56　KDのkeratinが陽［生
であるが，上皮の全層が染まる例と表層のみが染ま
る例があった．68KDのkeratinでは陽性の例と陰
性の例とがあり，陽性例ではすべてが表層のみで陽
性でbasal　layerは陰性であった．　dysplasiaでは
正常の扁平上皮化生と同様にsquamous　differenti－
ationのある，56　KD陽性・68　KD陽［生の“mature”
なtypeといまだsquamous　differentiationのみら
れない56KD陽性・68　KD陰1生の“immature”な
typeに分けることができた．そして異型度別では
mild，　moderate，　severeの各dysplasiaそれぞれ
に，この両typeが認められた．染色性の強弱を比
較すると，56KD，68　KDとも，　mild，　moderate
dysplasiaではあまり差がなく強陽性であったが，
severe　dysplasiaでは両者とも弱陽性であった．
　3．扁平上皮癌
　次に扁平上皮癌における染色の結果を表3に示
表2dysplasiaにおけるkeratinの染色性
dysplasia56KD68KDNo．　of　case
mild
in＝6）
十十 十一 24
moderate
in＝5）
十十 十一 14
severe
in＝5）
十十 十一 34
表3扁平上皮癌におけるkeratinの染色性
stage 56KD68KDNo．　of　case（％）
CIS
in＝25）
一十十 一一十 7（28％）
P5（60％）
R（12％）
　1
in＝16）
十十
一十 ！2（75％）
S（25％）
II（n＝10） 十十 一十 7（70％）
R（30％）
III
in＝2）
十十
｝十 1（50％）
P（50％）
す．CISには3種類の染まり方があり，56　KDと68
KDの両者とも陰性であるもの，56　KDでは陽性で
あるが68KDでは陰性であるもの，56　KDと68　KD
の両者とも陽1生であるものとに分けられた（写真
3）．CISでは正常扁平上皮やdysplasiaに比べて染
色性が弱かった．また56KD陽1生・68　KD陰性の場
合には，56KDのkeratinは必ず上皮の全層が染ま
っていた．56KDと68　KDの両者とも陰性のものは
他の染色のものに比べて病巣の範囲が狭いことが特
徴で，atypical　reserve　cell　hyperplasiaというべ
きものが含まれていた（写真3B，　C）．一方，1期以
上の浸潤癌では56KDでは陽性で68　KDは陰性で
あるものと，56KDと68　KDの両者とも陽性の2種
類の染まり方があり，CISにみられたどちらのke－
ratinも陰性という例は一例もみられなかった．染色
性は正常扁平上皮に比べやや弱いがCISよりは強
かった．特にII期以上の例では浸潤先進部に強く染
色されるのが目立った（写真4，5）．またIb期の症
例の中にkeratinizing　typeのものが1例あったが
この症例は56KDのみで陽性を示した．比較的小型
の細胞からなるsma11　cell　non－keratinizing　typeの
2例はいずれもIIa期のものであったがこれらも56
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写真3．CISにおけるkeratin染色（×400）．
　　A：56KD　keratin頚管腺では陽性だがCIS部分では陰性．
　　B：56KD　keratin．　C：Bと同部位の68　KD　keratin．　B，　Cいずれも陰性．
　　　　　　　　　　　　　　　　タ
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KDのみで陽性を示した．形態的にkeratinizing－
typeでsquamous　differentiationカミはっきりして
いても，keratinの染色性では“immature”であり，
扁平上皮癌の組織のtypeとkeratinの染色性に特
に関連性は認められなかった．
　次にEGF－Rの染色の結果を表4に示す．　EGF－R
に関してはCISとIa期の微小浸潤癌のみを対象と
した．EGF－Rは正常扁平上皮では傍基底層に陽性
で，それより表層には発現は認められなかったが，
CISおよび微小浸潤癌の陽性例ではほぼ上皮全体に
染色された．CISでは40％が陽性，20％が弱陽性
であり，Ia期では90％が陽性で特に浸潤部分に強
く染色された（写真6）．
IV．考 案
　細胞質の構成要素である細胞骨格　（cyto－
skeleton）は細胞の形態保持のほか，細胞の極性維
持などにも重要な役割を演じているといわれてい
（5）
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写真4．浸潤癌Ib期における56　KD　keratin陽性・68　KD　keratin陰性例（×200）．
　　A：56　KD　keratin．　B：68　KD　keratin．
謙
遜組
写真5．浸潤癌IIb期における56　KD　keratin陽性・68　KD　keratin陽性例．
　　A：56　KD　keratin．　B：68　KD　keratin．
（×　400）．
る．このcytoskeletonの中の中間径フィラメントの
一つであるhuman　cytokeratin　peptideは約20種
類のsubunitに分かれ，由来する組織によって構成
するsubunitに違いがあることが知られている1）．子
宮頚部の正常組織や腫瘍組織におけるkeratinの局
在については，polyclonal抗体やmonoclonal抗体
を用いた免疫組織化学的方法による研究報告があ
り2）一一9），dysplasia，　CIS，浸潤癌におけるkeratinの
局在の変化についての報告もある2）5）6）10）．
Dallenbach－Hellwegら8）は比較的分子量の小さい
54KD，52．5KD，45　KDのkeratinのmonoclona1
抗体を用いて，dysplasia，　CIS，浸潤扁平上皮癌に
ついての詳細な検討を行い，CISを含めた扁平上皮
癌を，squamous　typeとreserve　cell　typeに分け
ている．本研究では，56KDのkeratinは扁平上皮
にも腺上皮にも含まれること，68KDのkeratinは
（6）
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扁平上皮には含まれるが腺上皮には含まれないこ
と，子宮頚部扁平上皮癌は頚管腺下に出現する
reserve　cellのsquamous　metaplasiaの過程から発
生すると考えられていることから，56KDと68　KD
のkeratinの染色性を検討した．
　CISの細胞にkeratin　peptideが少ない，あるい
はdetectされないということは幾つかの文献に記
載があり6）10），著者の実験結果と一致する．福田2）は
異型上皮，上皮内癌，浸潤癌のそれぞれのkeratinの
局在様式の変化は子宮頚部扁平上皮細胞の　malig－
nant　transformationの過程を反映しているとし，
Bychkovら6）は正常扁平上皮と違いdysplastic
epitheliumはkeratinを持たない部分があるとし
て，この違いをimmaturityに基づくものと考え，
keratinの欠如は腫瘍細胞の高度なimmaturityを
示すことを指摘している．
　本研究でCISにみられた両keratinとも陰1生と
いう染色性は，CISの扁平上皮としてのimmaturity
を示すものと考えられる．そしてこのような染色性
は浸潤癌にはみられないことから，keratin陰性の
CISはそのままの形でとどまっているか，あるいは
表4CISと微小浸潤癌におけるEGF－Rの陽性率
stage positive（％）negative（％）
CIS　（n＝10）
ha　　（n＝10）
60
X0
40
P0
（CISでpositiveであった例のうち強陽性が40％，
弱陽［生が20％，Iaでは陽性例のすべてが強陽性）
増殖，浸潤するにつれてkeratin　filamentを持つよ
うになるかのいずれかであるが，これらkeratin陰
性のCISの病巣の範囲が狭く，形態的にはatypical
reserve　cell　hyperplasiaというべき像であること
から考えると，このようなkeratin陰性のCISが
CISの初期像であることが推測される．つまり，
keratin　filamentを持たないatypical　reserve　cell
hyperplasiaがまず出現し，　squamous　differentia－
tionを示しながら増殖し，徐々にkeratin　filament
が出現してくるものと考えられる．また，1期，II期，
III期の浸潤癌の間に明らかな染色性の差が認めら
れないことから，CISのような初期の段階で既に，
ある固定したkeratinを獲得し，浸潤，増殖してい
くと考えられる．
　正常のsquamous　metaplasiaの染色性は，（1）56
KDのkeratinで全層が染まり68　KDは陰性である
もの，（2）56KDで全層が染まり68　KDは部分的に
irregularに染色されるもの，（3）56　KDと68　KDが
ともにparabasal　layer以上で陽性のものの3群に
分けられた．仮に56KDのみ陽［生のものを“meta－
plastic　type”，56　KDと68　KDの両者が陽性のもの
を“squamous　type”と呼ぶとする．　squamous　dif－
ferentiation　という観点からみれば，前者は　im－
matureであり，後者はmatureである．扁平上皮
癌においてもCISにみられたkeratin陰1生の例を
除くと，metaplastic　typeとsquamous　typeに分
けられ，immatureとmatureの2種類に分けられ
ることになる．dysplasiaの染色性は癌組織に比べ
（7）
写真6．微小浸潤癌におけ
　　るEGF－R（×200）．浸
　　潤先端部分で細胞膜が強
　　く染色されている．
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表5dysplasia，　CIS，浸潤癌におけるmetaplastic　typeとsquamous　typeの割合
metaplastic　typesquamous　typekeratin　negative
dysplasia　（n＝18）
bIS　　　（n＝25）
唐≠狽≠№?　I　（n＝16）
唐≠狽≠№?　II・III（n＝12）
67％
U0％
V5％
U7％
33％
P2％
Q5％
R3％
　0
Q8％
@0
@0
て強く，dysplastic　cellがcancer　cellに比較して
豊富なkeratin　peptideを持っていることを示して
いるが，染色態度で分類すればdysplasiaもmeta－
plasitic　typeとsquamous　typeに分けられる．こ
れをまとめたものが表5である．このように
dysplasia，1期，　II期，　III期の浸潤癌のいずれも
がmetaplastic　typeとsquamous　typeの2種類〔に
大別できるのにもかかわらず，CISのみにkeratin
陰性のものが認められるということは，多くのfol－
10w　up　studyによって現在ではある程度確立され
たと言っても過言ではない考え方，すなわち
squamous　metaplasia　O　dysplasia　（severe
dysplasia）→CIS→浸潤癌というのが連続した病変
であるとする考え方11）一’13）とは矛盾することにな
る．つまりCISにはdysplasiaや浸潤癌とは異なる
特殊な性格を有するものがあり，dysplasiaを通過
しないtypeのCISがあることを示唆している．そ
してこのようなkeratin陰性のCISは，形態的に
atypical　reserve　cell　hyperplasiaというべき像で
あること，病変の範囲が狭いことから，squamous
typeあるいはmetaplastic　typeのCISの初期像で
あると推測されるのである．
　CISが問質に浸潤し微小浸潤癌となると，keratin
の染色性にも変化がでてくる．すなわち浸潤癌にお
いてはkeratin陰性の例は認められないことに加
え，前述のごとくCISよりも染色強度が増すこと，
浸潤先進部において殊に強く染色されることなどの
変化が生じる．このように上皮の性格の変化が浸潤
に際して生じることがkeratinの染色1生から示唆さ
れた．そこで，さらに浸潤に際しての上皮の変化を
みるために，EGF－Rの発現がCISと微小浸潤癌と
でどのように変わるかを検討した結果，EGF－Rの発
現は，CISと微小浸潤癌では陽性率に差があり浸潤
に際してEGF－Rの発現の増加があることが示唆さ
れた．G6ppingerら14）は正常子宮頚部扁平上皮では
EGF－Rはbasal　cell　layerからdeep　parabasal　cel1
1ayerにかけ のみ染色されるのに対し，　CIN（cer－
vical　intraepithelial　neoplasia）では全層で陽性に
なることから，dysplastic　ce11では持続的にEGF－R
の過剰発現が起こっているとし，invasive　car－
cinomaではCINIIIより強い染色性を示したと報
告しているが，植田15）は浸潤癌よりもCISや
dysplasiaでむしろ染色の陽性率が増加したと述べ
ている．著者の実験結果ではCISよりも微小浸潤癌
で染色性は強く，しかも浸潤の先端部分で強く染色
された．正常扁平上皮では基底層または傍基底層で
のみ陽性を示すのであるから，扁平上皮が分化する
につれてEGF－Rの発現が抑制されると考えられる
が，癌上皮ではその抑制が欠如していると考えられ
る．
V．結 論
　squamous　metaplastic　epithelium，　dysplasia，
扁平上皮癌組織について，2種類のkeratin　peptide
の局在を検討した結果，（1）扁平上皮癌の中のCIS
にのみ両keratinを持たない症例が28％あったが，
それらの病巣が狭い範囲であり，また形態学的に
atypical　reserve　cell　hyperplasiaといえる像であ
ることから，そのようなCISがCISの初期像であ
ることが示唆された．（2）dysplasiaには56　KDの
keratinは必ず陽1生であることから，両keratin陰
性のCISは必ずしもdysplasiaに連続する病変では
なく，reserve　cell　hyperplasiaの早期の段階から癌
として増殖し，squamous　differentiationを起こし
ながら扁平上皮癌として分化し，浸潤癌となってい
くと考えられた．（3）CISと微小浸潤癌について行
ったEGF－R染色では，　CISに比較して微小浸潤癌
では特に浸潤先端部でEGF－Rの発現の増加が認め
られ，CISの浸潤に際しEGF－Rが関与しているこ
とが示唆された．
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